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对虾白斑综合症病毒（White Spot Syndrome Virus, WSSV）是一种具有囊膜、无
包涵体的杆状型双链环状 DNA 病毒，也是危害对虾养殖业的 主要病原。 
RhoA 属于小 GTPase 蛋白家族的一员，它在细胞中存在着 GTP 结合和 GDP 结合两种
形式，在细胞内起着分子开关的作用，可调节细胞骨架、影响细胞极性、微管活力、细
胞膜运输途径和转录因子活性调节。有报道一些病毒蛋白可以和 RhoA 结合阻断其下游
信号途径 ROCK 和 mDia 等因子，从而对病毒的释放，形态及病毒诱导的细胞运动产生影
响。 
本 实 验 室 之 前 的 工 作 利 用 抑 制 性 差 减 杂 交 （ Suppression Subtractive 
Hybridization,SSH），发现了抗病毒虾中 PjRhoA 的表达量增强。本论文首先克隆了
PjRhoA 基因的全长，对该基因序列进行了生物信息学分析，该基因包含 RhoA 家族必须
的 GTP 结合域，ROCK 结合位点，以及 GAP, GEF and GDI 结构域。蛋白序列比对发现其
与其他六种模式动物之间的同源性高达 92.98%。通过 RT-PCR 检测各个组织中 PjRhoA
的分布，发现该基因在对虾心脏、肌肉、肝胰腺、肠、腮和血液中都有分布，病毒感染
不同时相检测该基因表达量变化发现该基因在病毒感染 12 小时后表达量增加，感染 48
小时达到 高，之后又减少。dsRNA干扰通过活体注射双链RNA在mRNA水平上抑制RhoA，
病毒极早期基因的表达量增加。用 RhoA 信号转导途径下游 ROCK 的特异性抑制剂
Y-27632 抑制其信号通路，抑制状态下病毒极早期基因的表达量也得到增加。上述研究
表明 PjRhoA 在对虾抗病毒防御系统中的发挥着重要作用。 
 

















WSSV（white spot syndrome virus）is kind of enveloped, no inclusion stage, 
rod-shaped, double-strand DNA virus, which is the main pathogen of shrimp 
industry. 
RhoA is a member of small GTPase family, which plays an important part 
as molecular switch cycles from GTP-bound form to GDP-bound form. It could 
modulate cytoskeleton, influence cell polarity, microtubule dynamic and 
transportation pathways of cell membrane, regulate signal transduction 
molecules. Previous research reported some viral proteins could inhibit 
downstream of RhoA pathway like ROCK and mDia, thus influence virus release, 
virus morphogenesis and virus-induced cell motility. 
   In the previous study, a RhoA gene (named as PjRhoA) was found from Peneaus 
japonicus to be up-regulated in the WSSV-resistant shrimp by SSH method. In this 
investigation, the PjRhoA gene (21.5KD) was cloned which exhibited high homology 
with RhoA family of other species. The PjRhoA protein contain GTP/Mg2+ binding 
site, ROCK effecter interacting site, GAP, GEF and GDI domains. The PjRhoA gene 
was ubiquitously expressed in shrimp tissues and the expression level is higher 
12 hours after infection. dsRNA inhibition of PjRhoA gene of shrimp in vivo and 
Y-27632(ROCK inhibitor) treatment of primary cultured crayfish blood cells 
resulted in the increasing of expression of WSSV IE genes, this indicated that 
PjRhoA gene might play an important role in shrimp immune response against virus 
infection.  
 













































































1. 2. 2 对虾白斑综合症病毒的基本性质 
     WSSV 是一种新型的无包涵体的双链 DNA 杆状病毒，完整的病毒粒子约 260-350 





目前 3 株 WSSV 分离株的全基因组序列已经测定。分别是：（1）中国株(WSSV-CN, 
Accession No. AF332093)[11]：病毒分离自中国大陆的日本对虾(Penaeus japonicus)，序列
全长 305,107 bp。基因组约有 97%是特异的。整个基因组中 G + C 含量占 41%。序列分
析整个基因组包含有 531 个开放阅读框(ORFs)，其中 181 个 ORFs 可能具有编码蛋白的
功能，相应每个基因平均长度为 1.7 kb。通过 cDNA 文库鉴定和筛选，有 36 个 ORFs
被证实具有编码功能蛋白的能力，另外有 52 个 ORFs 通过 RT-PCR 的方法被确认具有
转录功能。在 181 个 ORFs 中，80%下游具有 poly(A)结构。（2）泰国株(WSSV-TH, 
Accession No. AF369029)，病毒分离自泰国的斑节对虾(Penaeus monodon)，用克氏螯虾
(Procambarus clarkia)作宿主感染增殖 WSSV 用于测序，序列全长 292,967 bp。根据 ORF
序列重叠 少的原则，分析选出 184 个 ORFs，占全基因组的 92%。序列比对发现只有
6%的 ORFs 与数据库里的蛋白有同源性，主要是一些涉及核酸代谢、DNA 修复、蛋白















子有 TATA 框。9 个同源重复区散布于整个基因组，每个同源区域由数个 250 核苷酸重
复单位串联组成。（3）台湾株(WSSV-TW, Accession No. AF440570)：病毒分离自台湾的
斑节对虾(Penaeus monodon)，序列全长 307,287 bp，是 3 株 WSSV 分离株中 大的。3
株 WSSV 分离株的性质比较见表 1： 
表 1：3 株 WSSV 分离株的性质 
 中国株(WSSV-CN) 泰国株(WSSV-TH) 台湾株(WSSV-TW) 
基因组大小(bp) 305,107 292,967 307,287 
G + C 含量(%) 41.0 41.1 41.0 
病虾收集时间 1996 年 10 月 1996 年 5 月 1994 年 11 月 
病虾种类 Penaeus japonicus Penaeus monodon Penaeus monodon 
目前将 WSSV 归类于 Whispovirus 属，它是 Nimaviridae 新科中的唯一的成员。 
1. 2. 3 WSSV 功能基因的研究 
1. 2. 3. 1 结构蛋白（structure protein） 




    膜蛋白在病毒的入侵、包装和释放过程中起着重要的作用，在 WSSV 的功能基因
组研究中，膜蛋白吸引了越来越多的注意。目前，已经确认的膜蛋白有 VP19[16-21]、
VP28[22-24]、 VP26(VP22)[25-28]、VP68[29]、VP281[30]、 VP292[31]、 VP466[32]等。 
（2）核衣壳蛋白（Nucleocaspid Protein） 
     核衣壳作为 WSSV 的结构蛋白，与病毒的包装有关，主要是保护遗传物质，在抑
制宿主抵抗病毒和病毒增殖过程中起作用。WSSV 的 VP15[33、34]、 VP 664[35] 、VP24(1)、 
VP35[36]被认为是核衣壳蛋白，但有研究证明 VP35 基因定位在 WSSV 基因组的高可变
区[37]，在某些宿主如南美白对虾、中国对虾和斑节对虾产生该基因缺失，说明 VP35 基
因缺失，说明 VP35 基因并非 WSSV 的必需和重要的功能基因。 
1. 2. 3. 2 酶类 
（1） DNA 聚合酶 
在基因组较大的 DNA 病毒中经常能发现一些与 DNA 复制和修饰有关的基因，通















些病毒以及真核生物 DNA 聚合酶基因序列比较表明，WSSV DNA 聚合酶基因编码的多
肽中存在 DNA 聚合酶的所有 7 个保守区[38]。除了 DNA 聚合酶外，在 WSSV 中没发现
其他基因与 DNA 复制有关。 
（2） 核糖核苷酸还原酶 
绝大多数基因组较大的 DNA 病毒能编码一组与核苷酸代谢有关的酶。目前，已知
WSSV 编码参与核酸代谢的酶有 3 个，核糖核苷酸还原酶（ribonucleotide reductase）是
其中之一，核糖核苷酸还原酶含大小 2 个亚基（RR1, RR2）[39]。Van Hulten 通过对该酶
大小亚基的分析发现，WSSV 是完全区别于杆状病毒的一个新的病毒家族的代表。 
（3） 胸腺嘧啶核苷激酶（thymidine kinase, TK）和胸腺嘧啶激酶（thymidylate kinase, 
TMK） 
胸腺嘧啶核苷激酶和胸腺嘧啶激酶也是 WSSV 编码的参与核酸代谢的酶。该酶是
一个嵌合蛋白，由 ORF171 编码[40]，是 WSSV 独有的特性，因为这些蛋白在其他基因
组较大的 DNA 病毒中一般由分散的 ORF 编码。 
（4） 胸腺嘧啶核苷酸合成酶（thymidylate synthase, TS） 
WSSV 的 ORF54 包含一个胸腺嘧啶核苷酸合成酶基因的高度保守区，胸腺嘧啶核




WSSV 含有一个由 311 个氨基酸组成的非特异性的核酸内切酶，核酸内切酶在病毒
的复制过程中的作用还不清楚，但它可能在 DNA 异化中发挥一定作用[43]。值得一提的
是，Van Hulten 等发现，WSSV 的核酸内切酶基因与日本对虾的 DNaseI 基因有很高的
同源性[21]，由此推测，WSSV 的这个基因可能来自甲壳类宿主动物。 
（6） 蛋白激酶（protein kinase, PK） 
蛋白激酶的功能主要是修饰蛋白质，这种酶能使蛋白质磷酸化[44]。WSSV 的 ORF2
和 ORF61 编码的多肽中存在蛋白激酶的保守区域，其中 ORF2 编码的多肽中含 PK 的
12 个保守区域[40]。WSSV 本身的这两种 PK 基因氨基酸序列有 45%的相似，27%相同，
这两种基因可能是基因复制的结果。 
（7） dUTP 酶（dUTPase） 















WSSV 的 ORF71 包含有 dUTP 焦磷酸酶（dUTPase）的同源区，BLAST 发现该基因与
家禽腺病毒 dUTPase 有 高的同源性，氨基酸有 46%的相似性。 































































淋巴细胞 A是 主要的淋巴细胞，占淋巴细胞总数的 60%左右，有很强的吞噬活性。
细胞呈圆形，直径 10-12μm，细胞核约占整个细胞的 3/4。淋巴细胞 B 呈圆形，直径
9-11μm，成熟后多为椭圆形，占淋巴细胞总数的 35%左右。淋巴细胞 C呈圆形或不规则
形，直径 20-30μm，是 大也是数量 少的一种淋巴细胞，占总数的 5%左右。 
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